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Abstract
誗AIM: To detect expression of N-methyl-D-aspartate
receptor - 1 - subunit ( NMDAR1 ) in visual cortex of
monocular deprivation rats during sensitive period and
compare with that of normal group, to explore the site of
NMDAR1 action in improving visual acuity and its
molecular mechanism.
誗METHODS: Sixty 14 - day - old healthy SD rats were
randomly divided into 4 groups including normal group,
monocular deprivation (MD) group, normal saline (NS)
group, levodopa (LD) group, 15 rats for each. All the
rats except those in the normal group were performed
monocular deprivation surgery to establish monocular
deprivation animal models and were raised in normal
sunlight to 45 - day - old. Rats in the MD group and
normal group were killed and then marked by
immunohistochemical and immune protein printing,
respectively. The expression of NMDAR1 in visual cortex
of these two groups were measured by quantitative real
time PCR method. LD and NS groups were administered
with levodopa (40mg/ kg) and normal saline for 28d. The
expression of NMDAR1 was examined with the same
method.
誗RESULTS:NMDAR1 expression in visual cortex of MD
group was lower than that in normal group. NMDAR1
expression in visual cortex of LD group was higher than
that in NS group.
誗 CONCLUSION: NMDAR1 is associated with the
plasticity of visual development. Levodopa may revert
the reduction of expression of NMDAR1 caused by
monocular deprivation. This mechanism may be related
with NMDAR1 capacity of improving visual function
whose site of action may lie in the parts of the visual
cortex.
誗 KEYWORDS: levodopa; N - methyl - D - aspartate
receptor; monocular deprivation
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摘要
目的:检测敏感期内单眼形觉剥夺大鼠应用左旋多巴后
视皮质中 NNMDAR1 的表达情况并与对照组对比,探讨
左旋多巴改善视功能的作用部位及其分子机制。
方法:选取 60 只 2 周龄健康 SD 大鼠随机分为 4 组,正常
组 15 只,另外 45 只行单侧眼睑缝合制作单眼形觉剥夺
动物模型,制模成功后随机分为单眼形觉剥夺组(MD
组),生理盐水组(NS 组),左旋多巴组(LD 组),每组各
15 只。 各组大鼠均在正常日光照射条件下饲养至 45 日
龄。 处死 MD 组及正常组大鼠,分别用免疫组化,蛋白免
疫印记,实时荧光定量 PCR 的方法检测这两组大鼠视皮
质中 NMDAR1 的表达情况。 LD 组和 NS 组在 46 日龄时
分别给予左旋多巴(40mg/ kg) 和生理盐水灌胃,连续
28d,分别用前述方法检测视皮质中 NMDAR1 的表达。
结果:MD 组大鼠视皮质中 NMDAR1 的蛋白及 mRNA 表
达均低于对照组;LD 组大鼠视皮质中 NMDAR1 的蛋白
及 mRNA 表达均高于 NS 组。
结论:NMDAR1 与视觉发育的可塑性有关,左旋多巴能够
逆转因形觉剥夺引起的 NMDAR1 表达下降。 这一机制
可能与其能够改善视功能的作用有关,其作用部位可能
在于视皮质。
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摇 摇 弱视是视觉发育期内由于异常视觉经验引起的单眼
或双眼最佳矫正视力下降,眼部检查无器质性病变
[1]。
据统计,我国目前约有 1 千万弱视患者
[2]。 弱视的发病
与敏感期内视觉发育的可塑性密切相关。 大量研究表
明,弱视的发病机制中谷氨酸及其受体扮演着重要的角
色,尤其是 NMDAR1 起着重要作用
[3]。
摇 摇 左旋多巴是多巴胺的一种前体,它在通过血-脑屏障
后转化为多巴胺发挥作用。 多巴胺参与了敏感期视皮质
的发育,多巴胺及儿茶酚胺代谢可以解除弱视眼的皮质
抑制,从而改善视功能。 Gottlob 等
[4]经实验发现弱视患
者口服左旋多巴后,视力、对比敏感度和注视暗点均有所
好转。 目前,左旋多巴已经广泛应用于临床并取得了初
步成效,但其具体作用机制尚不清楚。 本研究拟通过对
单眼形觉剥夺大鼠左旋多巴灌胃后视皮质中 NMDAR1
变化的研究,为左旋多巴治疗弱视的分子机制提供一些
有意义的实验数据。
1 材料和方法
1.1 材料摇 健康 2 周龄 SD 大鼠 60 只,由中国医科大学
动物部提供并饲养。 一抗:Rabbit anti-NMDAR1 抗体(1颐50,
Abcam),二抗:生物素化山羊抗兔 IgG(1颐200,中杉金桥)。
1.2 方法
1.2.1 实验分组与单眼形觉剥夺动物模型的制备摇 实验
大鼠随机分为 4 组:正常组 15 只,单眼形觉剥夺组(MD
组)15 只,生理盐水组(NS 组)15 只,左旋多巴组(LD
组)15 只。 MD 组、NS 组、LD 组大鼠分别于生后 14d 睁
眼时,用 50g/ L 水合氯醛(3mL/ kg)腹腔注射麻醉,剪去
睑缘周围毛发,碘伏消毒,距上下睑缘各 1. 0mm 处,剪去
皮肤和睑板组织,用 6-0 丝线间断缝合封闭右眼睑约
2 ~3 针,制作单眼形觉剥夺动物模型。 创口愈合后,上
下睑粘连。 正常组不做任何处理。 各组大鼠分别在同等
自然光照环境下饲养至 45 日龄。
1.2. 2 动物的干预处理和检测指标及方法摇 正常组和
MD 组大鼠于 45 日龄时断头处死,分别用免疫组织化学、
实时荧光定量 PCR、蛋白免疫印记技术检测左侧视皮质
中 NMDAR1 的蛋白及 mRNA 表达。 LD 组和 NS 组大鼠
自 46 日龄起,分别给予左旋多巴 40mg/ kg 和等体积生理
盐水灌胃,1 次/ d,连续 28d。 断头处死所有大鼠,分别用
免疫组织化学、实时荧光定量 PCR、蛋白免疫印记技术检
测左侧视皮质中 NMDAR1 的蛋白及 mRNA 表达。
1.2.3 免疫组织化学检测各组大鼠 NMDAR1 阳性细胞
形态和数目变化摇 正常组和 MD 组大鼠 45 日龄处死后
取左侧(剥夺眼对侧)视皮质 40g/ L 多聚甲醛溶液固定,
石蜡包埋切片,二甲苯脱蜡,梯度酒精水化,0. 01mol/ L
PBS 液冲洗 3 次,5min/ 次;切片组织上滴加 5g/ L 胰蛋白
酶,至完全覆盖组织为止,37益 孵育 30min;0. 01mol/ L
PBS 液冲洗3 次,5min/ 次;30mL/ L H2O2室温孵育15min,
以消除内源性过氧化物酶的活性,0. 01mol/ L PBS 液冲洗
3 次,5min/ 次;滴加正常山羊血清,室温孵育 15min,倾去
血清,勿洗;一抗均用 PBS 1颐50 稀释,滴加完全覆盖组织,
湿盒内4益过夜,0.01mol/ L PBS 液冲洗3 次,5min/ 次;二
抗用 PBS 稀释 200 倍,滴加完全覆盖组织,湿盒内 37益
30min,0. 01mol/ L PBS 液冲洗 3 次,5min/ 次;滴加 HRP
标记亲和素,37益 孵育 30min,0. 01mol/ L PBS 液冲洗
3 次,5min/ 次;DAB 显色;苏木素复染,分化,蓝化;梯度
酒精脱水,二甲苯透明,中性树胶封固后伊400 镜检。 观
察 NMDAR1 的表达情况。
摇 摇 LD 组和 NS 组大鼠 75 日龄完成灌胃后处死,使用上
述方法进行免疫组化检测,观察 NMDAR1 蛋白的表达
情况。
1.2.4 蛋白免疫印迹技术检测各组大鼠 NMDAR1 蛋白
的表达摇 正常组和 MD 组大鼠 45 日龄处死后取左侧(剥
夺眼对侧)视皮质加入膜蛋白抽提试剂 A 置于冰上,并
用手持式匀浆机将组织粉碎成单细胞悬液,置于冰上静
置 5min。 低温冷冻离心机,700r/ min,4益,离心 5min,取
上清。 14000r/ min,4益,离心 30min,尽量吸去上清。 加
入适当体积的含 1% PMSF 的膜蛋白抽提试剂 B,冰上裂
解,每 10min 涡旋震荡一次,保证裂解充分,重复 3 次,
14000r/ min,4益,离心 30min,取上清为抽提细胞膜蛋白。
二喹啉甲酸(bicinchoninic acid,BCA)法测定蛋白浓度。
每组样本各取 30滋g 于十二烷基硫酸钠/ 聚丙烯酰胺凝胶
电泳(sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE),蛋白充分分离后,于 4益,70V 电压条件下
通过湿转法将蛋白转移到聚二氟乙烯(polyvinylidene
difluoride,PVDF)膜,转膜过夜,于含50g/ L 脱脂奶粉的封
闭液中 37益封闭 4h,加 NMDAR1(1颐1000)一抗 4益过夜
孵育,加 HRP 标记的二抗(1颐10000)室温孵育2h,ECL 发
光试剂对 PVDF 膜进行显色反应,暗室中曝光,显影,定
影。 以 茁 肌动蛋白作为内参照。 采用 Gelpro32 凝胶图像
分析软件进行吸光光度值分析。 以各组 NMDAR1 与自
身 茁 肌动蛋白吸光光度值的比作为各样本中蛋白的相对
含量(M),记录并进行统计分析。
摇 摇 LD 组和 NS 组大鼠 75 日龄完成灌胃后处死,使用上
述方法进 行蛋白免疫 印迹技术 ( Western Blot) 检 测
NMDAR1 蛋白的表达,记录 M 值用于统计分析。
1.2. 5 实时荧光定量 PCR 检测各组大鼠 NMDAR1
mRNA 的表达摇 正常组和 MD 组大鼠 45 日龄处死后取
左侧(剥夺眼对侧)视皮质加入 RZ 裂解液,充分混匀,在
室温下放置 5min,利用总 RNA 提取试剂盒(天根)提取
样本总 RNA。 利用 TIANScript RT Kit(TIANScript cDNA
第一链合成试剂盒)对上步实验所得的 RNA 样本进行反
转录以得到对应的 cDNA,置于-20益保存。 逆转录反应
体系 oligo (dT)151滋L, dNTP(2. 5mmol/ L each)2滋L,5伊
First-Strand Buffer 4滋L,RNasin 0. 5滋L,TIANScript M -
MLV 1滋L(200U),等质量的 mRNA 样本,加 ddH2O 至总
反应体系为 20滋L。 最后得到 20滋L cDNA 样本,可置于-
20益 保 存。 建 立 PCR 反 应 体 系, 引 物 NMDAR1 - F:
CGGTATCAGGAATGCGACTC,NMDAR1 -R: AGGAAAAT
CCCAGCTACGAT,扩增片段长度110bp;茁-actin F: ACGT
TGACATCCGTAAAGAC,茁-actin R: GAAGG TGGACAGT
GAGGC,扩增片段长度 200bp。 PCR 反应体系 20滋L,内
含 cDNA 模板 2滋L,上下 游引物各 1滋L,2 伊 Taq PCR
Master-mix10滋L,ddH2O 补足至 20滋L。 扩增条件:95益预
变性 5min 后,95益变性 10s,60益退火20s,72益延伸30s,
共 35 个循环,最后 72益 延伸 5min。 取 5滋L 产物 15g/ L
琼脂糖凝胶电泳,电泳过后利用凝胶成像系统对得到的
凝胶进行拍照。 实时荧光定量 PCR,根据 PCR 摸索的条
件并结合实验仪器,最终优化得到的荧光定量反应体系
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及反应条件如下:反应体系 cDNA 模板 1滋L,上下游引物
(10滋mol/ L) 各 0. 5滋L, SYBR GREEN mastermix 10滋L,
ddH2O 补足至 20滋L;反应条件:95益 预变性 10min 后,
95益变性 10s,60益退火 20s,72益延伸 30s,共 40 个循环,
最后 4益 延伸 5min。 使用韩国 BIONEER 公司生产的
ExicyclerTM 96 荧光定量仪进行荧光定量分析。
摇 摇 LD 组和 NS 组大鼠75 日龄完成灌胃后处死,使用上述
方法进行实时荧光定量 PCR 检测,记录数据用于统计分析。
摇 摇 统计学分析:使用 SPSS 19. 0 统计学版本,Western
Blot 检测结果 M 值以 軃 x依s 表示,使用独立 t 检验的方法分
别分析正常组和 MD 组,LD 组和 NS 组剥夺眼对侧视皮质
中 NMDAR1 的表达情况。 实时荧光定量检测结果利用
2
- 吟吟 CT方法分析。 其原理及推导过程如下:PCR 指数扩增
的公式是:Xn=X0伊(1+Ex)n , Xn 是第 n 个循环后目标分
子数,X0是初始目标分子数,Ex 是目标分子扩增效率,n
是循环数,CT代表目标扩增产物达到设定阈值所经历的循
环数。 因此,XT =X0伊(1+EX)CTX =KX,XT是目标分子达到
设定的阈值时的分子数,CT和 X 是目标分子扩增达到阈
值时的循环数,Kx 是一个常数。 对于内参反应而言,也有
同样的公式。 用 XT除以 RT得到:RT =R0伊(1+ER)CTR =KR ,
对于使用 Taqman 探针的实时扩增而言,XT和 RT的值由一
系列因素决定:包括探针所带的荧光报导基团、探针序列
对探针荧光特性的影响、探针的水解效率和纯度以及荧光
阈值的设定。 因此常数 K 并不一定等于 1。 假设目标序
列与内参序列扩增效率相同,整理得到 XN =K伊(1+E)
- 吟CT。
最后用任一样本 q 的 XN除以参照因子(calibrator,cb)的
XN得到:XN,q / XN,cb =(1+E)
- 吟吟 CT 。这里-吟吟CT = -(吟CT,q
-吟CT,cb)。 对于一个少于 150bp 的扩增片断而言,如果
Mg
2+浓度、引物都进行了适当的优化,扩增效率接近于 1 。
因此目标序列的量通过内均一化处理之后相对于参照因
子而言就是:amount of target=2
- 吟吟 CT。 使用 t 检验的方法
分别分析正常组和 MD 组,LD 组和 NS 组剥夺眼对侧视皮
质中 NMDAR1 的表达情况。
2 结果
2.1 各组大鼠 NMDAR1 阳性细胞形态和数目变化摇 单眼
形觉剥夺组大鼠及正常组大鼠视皮质 NMDAR1 阳性细胞
胞膜呈棕黄色,细胞多呈圆形或椭圆形,胞膜浓染,胞质、
胞核淡染。 单眼形觉剥夺组鼠视皮质中 NMDAR1 阳性细
胞数目减少,正常组视野内均可见 NMDAR1 染色阳性细
胞。 左旋多巴处理组后形觉剥夺鼠视皮质中 NMDAR1 阳
性细胞数目增多,而生理盐水处理后 NMDAR1 阳性细胞
无明显变化(图 1)。 这提示左旋多巴可以逆转因形觉剥
夺引起的 NMDAR1 表达降低。
图 2摇 Western Blot 检测四组 NMDAR1 蛋白表达的水平。
2.2 各组大鼠 NMDAR1 蛋白表达的变化摇 对单眼形觉剥
夺组大鼠及正常组大鼠视皮质中 NMDAR1 的蛋白表达进
行 Western Blot 检测。 结果显示,MD 组视皮质中 NMDAR1
表达的 M 值为 0. 18依0. 02,正常组 NMDAR1 表达的 M 值
为0.58依0.05,两组比较差异有统计学意义(t=16. 611,P<
0.05)。 对左旋多巴和生理盐水处理后的单眼形觉剥夺
大鼠视皮质进行 Western Blot 检测。 结果显示,LD 组视皮
质中 NMDAR1 表达的 M 值为 0. 44依0. 04,NS 组 NMDAR1
表达的 M 值为0.21依0.03,两组比较差异有统计学意义(t=
10. 286,P<0.05)。 统计分析的结果与免疫组织化学观察
到的蛋白表达趋势一致(图 2)。
2.3 各组大鼠 NMDAR1 mRNA 表达的变化摇 我们进一步
对单眼形觉剥夺组大鼠及正常组大鼠视皮质中 NMDAR1
的 mRNA 表达进行 Real Time PCR 检测。 结果显示,MD
组视皮质中 NMDAR1 表达的2
- 吟吟 CT值为0.39依0. 02,正常
组 NMDAR1 表达的2
- 吟吟 CT值为0. 98依0.09,两组比较差异
有统计学意义(t=14. 310,P<0. 05)。 对左旋多巴和生理
盐水处理后的单眼形觉剥夺大鼠视皮质进行 Real Time
PCR 检测。 结果显示,LD 组视皮质中 NMDAR1 表达的
2
- 吟吟 CT值为6. 12依0. 12,NS 组 NMDAR1 表达的2
- 吟吟 CT值
为1.00依0.08,两组比较差异有统计学意义(t =79. 382,P<
0.05)。 这一结果提示,NMDAR1 的 mRNA 表达变化趋势
与蛋白表达变化趋势一致。
3 讨论
摇 摇 视觉发育的研究表明,人类出生时视觉系统尚未发育
成熟,视觉系统的发育是一个不断适应外界环境刺激、不
断建立神经联系、不断完善的过程。 视觉经验能够根据环
境的刺激调整和改变与生俱有的神经突触联系,这种能力
即为视觉发育的可塑性。 在诱导单眼剥夺的解剖、生理和
生化效应方面,双跟视路传输视信息之间的有效驱动竞
争,似乎更应是剥夺效应的关键因素。 Carmignoto 等
[5]基
于双眼竞争最先提出视觉可塑性的“NTs冶学说,即:发育
敏感期内,双眼外侧膝状体发出的神经纤维共同竞争视皮
质第郁区神经元分泌的少量 NTs,并在 NTs 介导下与初级
1 4 9 1
Int Eye Sci, Vol. 14, No. 11, Nov. 2014摇 摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com视皮质神经元发生轴突联系,最终形成眼优势柱。 正常大
鼠视皮质的可塑期为出生后第 15 ~45d,其中生后第 14 ~
15d 为鼠类视觉发育的关键期,在此期间进行眼睑缝合
(binocular suture,BS),会产生形觉剥夺性弱视
[6]。 单眼
形觉剥夺使传入视皮质的视信号不对称,传入剥夺眼对侧
视皮质的信号减少,进而引起视皮质神经元一系列的形态
功能的改变。 在这些变化中,谷氨酸及其受体扮演着重要
的角色,尤其是 NMDAR1 起着重要作用
[3]。
摇 摇 NMDAR1 是谷氨酸受体的一种主要亚型,为特异性
离子通道,与配体结合后可以使神经细胞膜对 Ca
2+的通透
性增加,Ca
2+大量进入细胞内,作为第二信使激活 Ca
2+依
赖酶,引起细胞内生理效应的变化。 NMDAR1 与长时程
增强 和 长 时 程 抑 制、 学 习、 记 忆、 突 触 可 塑 性 有 关。
NMDAR1 在视皮质发育过程中可塑性的调控、成年后视
皮层神经元突触联系的可塑性的调节、诱导 c-fos 基因的
表达、以及与蛋白激酶 C 的相互作用中都起重要作用
[7]。
阴正勤等
[8]对猫视皮质发育过程中神经元 NMDAR1 的表
达研究发现,斜视性弱视性猫视皮层神经元 NMDAR1 表
达较正常猫减少。 邵立功等
[9]研究发现,敏感期内单眼斜
视和剥夺猫视皮质 17 区神经元 NMDAR1 表达的浓度减
弱和数量减少。 本研究对敏感期内单眼形觉剥夺大鼠视
皮质中的 NMDAR1 进行了检测,结果显示,单眼形觉剥夺
大鼠视皮质中的 NMDAR1 的蛋白表达及 mRNA 表达均较
正常组降低,这表明单眼形觉剥夺对视皮质 NMDAR1 表
达的影响发生在转录或者转录上游的水平。
摇 摇 多巴胺是中枢神经系统重要的神经递质。 人视网膜
的无长突细胞和网间细胞中多巴胺含量很多。 研究表明:
视觉敏感度、色觉、视力、空间信号等很多视功能受到多巴
胺的影响。 左旋多巴是多巴胺的前体,能通过血脑屏障后
再转化为多巴胺。 Leguire 等
[10]对弱视患者进行口服左旋
多巴与口服安慰剂的对比研究发现,实验组患者视力和对
比敏感度的提高情况均好于对照组。 Gottlob 等
[11]研究中
发现,单次剂量(200mg/50kg)和连续 1wk 服用左旋多巴
(2mg/ kg,3 次/ d)均能提高成年弱视患者的视功能。 但
是,目前对于多巴胺作用的具体机制尚不完全清楚。 本研
究中,对 LD 组和 NS 组大鼠视皮质中 NMDAR1 的表达进
行了检测对比。 结果发现,LD 组大鼠视皮质中 NMDAR1
的蛋白表达及 mRNA 表达均高于 NS 组。 这在一定程度
上提示了多巴胺提高视觉作用的部位很可能在于视皮质,
左旋多巴能够在转录或转录以上的水平逆转因形觉剥夺
引起的 NMDAR1 表达下降。 至于多巴胺能使 NMDAR1 表
达上调的具体分子机制仍有待于进一步的深入研究。
摇 摇 综上所述,本研究发现在敏感期内行单眼形觉剥夺,
可导致大鼠视皮质中 NMDAR1 的表达下降,给予形觉剥
夺大鼠口服左旋多巴后,视皮质中 NMDAR1 的表达上调。
这一研究结果提示,NMDAR1 与视觉发育的可塑性有关,
左旋多巴能够逆转因形觉剥夺引起的 NMDAR1 表达下
降。 这一机制可能与其能够改善视功能的作用有关,其作
用部位可能在于视皮质。
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